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ポリアミ ンは第 一 級ア ミ ンを二 つ 以上も つ (直鎖) 脂肪族炭化水素 の総称で あり ,
天然 には約20種類のポリアミ ンの 存在が明らかにされており ､ 生体中には主 にプト レッ
シ ン [NH2(C H2)4N H2] , ス ペ ルミ ジ ン [N H2(C H)3N H(CH)4N H2] ､ ス ペル ミ ン
[N H2(C H)3N H(C H)4NH(C H)3N H2] の3種類が存在して い る ｡ 大腸菌などの細菌は
通常プトレ ッ シ ン とス ペ ル ミ ジン を, 真核細胞は通常ス ペル ミ ジ ンと ス ペ ル ミ ンを多
く含ん で い る (1) o ポリアミ ン は生体内において ､ 細胞増殖 ･ 分化 に重要な生理的
役割を果たす低分子塩基性生理活性物質で ､ このポリアミ ン による細胞増殖促進効果
は ､ 主 に1960- 1 970年代に見い出されたホルモ ン投与や肝再生などの増殖刺激に よ
る オ ル ニ チ ン脱炭酸酵 素 (O D C) 並 びに ㌻ アデノ シ ル メ チ オ ニ ン脱 炭酸酵素
(S A M D C) 活性の 増加 (1) や Russellらに より報告された癌患者の 尿中ポリ ア ミ ン量
の 増加な どにより示唆されて きた (2) ｡ そ の 後､ ポリ アミ ン生合成酵素阻害剤を投与
した細胞で は増殖速度の 低下が見られ るが , こ の 際ポリア ミ ンを同時投与す る と増殖
が回復する こ と (3､ 4) や生合成の 欠損した変異細胞で は ､ 外部か らポリ アミ ンを添
加 しない と細胞の増殖や維持がで きな い こと (5 - 9) が報告され ､ ポリ アミ ンは細胞
増殖や分化に必須の 因子 で ある こ とが示さ れたo こ の 様な背景からポリ アミ ン の 生理
的役割が注目され ､ 現在で は D N A, R N A及び蛋白質とい っ た高分子合成の促進作用
を持つ こ とが明 らか とな っ た (1 0､ l l) ｡
一 方 , 脳で は細胞増殖があまり活発で はない にも係わらずニ ポリ ア ミ ン量は比較的
多い (1 2) の で ､ 脳 にお けるポリアミ ン は核酸以外の物質との相互作用により生哩
的役割を果たし て い る こ とが示唆されて い る ｡ 近年 ､ こ の ポリ アミ ン とイ オ ン チ ャ ネ
ル に対す る役割が注目されて い る (1 3 - 1 6) が ､ グルタ ミ ン酸受容体 の中 で も
N M D A(N - m ethyl廿 a spartate) 受容体 (Fig･1) は記憶形成や脳虚血時の 症状悪化
に強く係わ っ て お り ､ ポリア ミ ン ､ 特にス ペ ルミ ン に よっ て 脱分極時 の促進作用 , 過
分極時の 阻害作用 (チャ ンネル ･ ブ ロ ツケ作用) の 両活性調節を受ける (Fig.2) o グ
ル タミ ン酸受容体はイオ ンチ ャ ン ネル内在型 のイオ ノト ロ ピ ッ クグルタミ ン酸受容体
と G貢 白結合型 の メ タボトロ ピッ クグルタミ ン酸受容体に大別され , 各々 に 多く の サ
ブタイプが存在する (1 7- 22) o イオノ トロ ピッ クグルタミ ン酸受容体はグリ シ ン
存在下 で興奮性神経伝達物質で あるグルタミ ン酸と結合 (2 3- 2 6) する と ､ 内在す
る 陽イ オ ン選択性チ ャ ン ネル を開く こと に より ､ 興奮性シ ナプス後電位 (E PS P:
excitatory po stsynapticpotential) を引き起こ し, シナプス における情報伝達に関与
して い る (2 7) o また ､ イ オノ ト ロ ピッ クグルタ ミ ン酸受容体はア ゴ ニ ス ト選択性
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に よ り N M D A受 容 体 ､ A M P A( α - amino -3- hydr oxy - 5- m ethylis oxazole - 4-
propionic acid) 受容体､ Kainate 受容体に大別されて い る ｡ A M P A受容体､ Kaillate
受容体は Na十 , K＋ を透過する の に対し ､ N M DA 受容体は Na十 ､ K＋ 以外に Ca2 ＋に
も透過性を示し ､ そ の 活性化にはグルタミ ン酸の他グリ シ ン を必要とする ｡ 長 期増強
にお い て ､ 後 シナプス側で の Ca2 ＋ - calm odulin dependentkin a se I の 活性化が必
須で あ る こ と (2 8) か らもCa2 ＋透過性を示すN M DA 受容体 の 脳機能にお ける重要
性が示唆され る ｡ N M D A受容体は N Rlサブユ ニ ッ トと NR2サ ブ ユ ニ ッ トか らな る ヘ
テ ロ テ トラ マ - であり (29) , N Rlサブユ ニ ッ トは8種類 (N RIA - H) の ス プライ
シ ング バリ ア ン トが存在し､ N R2サブユ ニ ッ トは NR2A - N R2 Dの4つ の 遺伝子が存
在す考 (2 7､ 3 0- 3 3) . N Rlサブユ ニ ッ トは脳全体に発現するが ､ N R2サ ブユ
ニ ッ トの発現は脳部位によ っ て 異な っ てお り ､ N R2A, NR2B は比較的広範囲に 発fR
.
する (3 4) ｡ そ れ に対 して , N R2C は小脳 の 顕粒細胞で強く発現し ､ N R2D は幼弱
期に発現するが成体で はほとんど発現しない ｡ 各々 の サ ブユ ニ ッ トの機能に関 して は ,
標的遺伝子破壊法 (3 5､ 3 6) により解析されて おり , N Rlサブユ ニ ッ トや NR2B
サブユ ニ ッ トの ノ ック ア ウトマウ ス は生後すぐ死亡する (3 7､ 3 8) ｡ また ､ 海馬
の C A l領域の み の コ ンディ シ ョ ナル ノ ッ ク アウ トで はN Rlサ ブ ユ ニ ッ トや N R2Bサ
ブユ ニ ッ トの ミ ュ ー タ ントとも に海馬の C Al領域で認 められ る N M D A受容体依存的
な長期増強が起 こ らず, 記憶形成の障害が生じる (3 9, 4 0) ｡ そ の ため ､ N M D A
受容体は生体にとっ て 必須で ある とともに ､ 脳にお ける記憶 の 形成 に深く係わ っ て い
る ことが示唆され て い る ｡ 本 受容体はポリアミ ンやプロ トン以外に多く の ア ゴ ニ ス ト､
ア ンタ ゴニ ス トの 存在が知 られており ､ さ まざまな活性調節を受ける (4 ト 4 4) 0
そ の 中で もス ペ ル ミ ン は N M D A受容体に対し､ ①グリ シ ン非依存性の促進､ ②グリ シ
ン依存性の促進､ ③電位依存性の 阻害､ ④グルタミ ン酸の親和性の低下の4つ の 括性調
節を行う こ とが知られて おり (4 5) ､ N R IA/N R2A受容体で は②､ ③の 効果が認め
られ N RIA/N R2B受容体では① - ④すべて のス ペルミ ン の効果 が認められる (Fig.2) 0
また , ポリアミ ンの結合部位はN RIA サブユ ニ ッ トに存在する こ とが示唆されて おり ､
すで に 本研究室 で ､ ス ペ ルミ ンの グリ シ ン非依存性 の促進効果 に 関与 す る アミ ノ 酸残
基として ､ N 末端簡域に存在する NRIA E342､ M 3- M 4領域D 669, チ ャ ンネル 孔 を
形成し て い るM 2領域 N RIA N 616の 他､ W 608､ W 611､ Y 647が あり ､ ス ペ ル ミ ンよ
る電位依存性の 阻害 にN RIA W563､ N 616､ E 621､ D 669が関与して い る こ とを明ら
か にして いる ｡ 本研究で はポリアミ ンの多様な調節機能の うち ､ ポリ アミ ンが N M D A
受容体の 活性を促進する生理的意義を明らかにする こ とを最終目的と し､ 1) NM D A
受容体 の ス ペ ル ミ ン結合部位 の同定 2) ア ミ ノグリコ シ ド系抗生物質のN M D A受容
体 に及ぼす影響 3) 神経系におけるポリアミ ン輸送の3点に つ いて 検討した ｡
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第Ⅰ章 N M D A受容体 のス ペ ルミ ン結合部位の同定
N M D A受容体はス ペルミ ン やプロ ト ンなどの他に多くの内因性 , 外因性の リガンド
により活性開節を受ける . ス ペ ルミ ンは N M D A受容体に対し , 複数の 異ならた促進効
果を示す｡ そ の うち代表的な の がグルタミ ン酸とグリ シ ンが飽和濃度 で存在して い る
際に認められ るグリ シ ン非依存的な促進効果 (4 6) で ある ｡ 組換え N M D A受容体を
用い た際､ N R2Bサ ブユ ニ ッ トと exon - 5 を欠 いた N Rlサブユ ニ ッ トの ス プライ シ ン
グ ･ バリア ン トの 組み合わせで の みグリ シ ン非依存的な促進効果が認められる (3 1､
47 ､ 4 8) ｡ また , N M D A受容体は pH 感受性で あ り ､ 生理的条件下で 受容体活性
を測定した際, プロ トン によ る活性阻害を受け, pH 8.5 での 受容体措性を100 % とし
て ､ pH IC5 0は7.3- 7.5程度で あ る ｡ ス ペ ルミ ンの 促進効果も pH 感受性で ､ 生理的条
件下で 受容体活性を測定した際, プロ トン による阻害をス ペ ル ミ ンが結合し解除す る
こ とで , 促進効果が認め られる と考えられ る (4 9) ｡ こ の 考えはス ペ ルミ ン の 促進
効果 の減少して い る N Rlサブユ ニ ッ トの 変異体の多く で , プロ ト ンの 阻害の減少が認
められて い る ことか らも支持され て いる (5 0- 5 2) ｡ またス ペ ルミ ンや プロ ト ンに
よる効果はexo n- 5 を含む N Rlバリ アン トで は認められない ことか ら､ e xo n- 5 自身
がポリアミ ン の ような役割をして い る の で はない かと考えられて い る (3 2, 4 9) 0
イ フ エ ン プロ ジル は N R2B特異的な N M D A受容体の ア ンタゴ ニ ス ト (5 3 ､ 5 4)
で , N M D A受容体活性を80-9 0 %程度阻害する ｡ イ フ ェ ン プロ ジルはポリ ア ミ ン部位
に働く open chan nel blocke r(5 3, 5 5､ 5 6) で ､ こ の 阻害効果も pH 感受性
(5 7) で あり ､ 現在まで に我々 が報告したス ペル ミ ンと pH に感受性を示す細胞外
のN末端領域､ M 3- M 4領域や M 2領域の アミ ノ酸残基の変異体はイ フ ェ ンプロ ジル
の 阻害効果 の減少が認め られるこ とか ら, これ らス ペ ルミ ン , プロ ト ン ､ イ フ ェ ンプ
ロ ジルは同 一 の 部位に作用して働くと考えられて い る (4 8､ 5 1､ 5 2) 0
本研究で は当研究室で 既に明らか にな っ て いる大腸菌の ス ペ ルミ ジ ン輸送系 の基質
結合タ ンパ ク質で ある PotD と N R lサブユ ニ ッ トの アミ ノ酸配列の ホモ ロ ジT 一 検索の
結果や PotD へ の ス ペ ル ミ ジ ン の 結合 に酸性ア ミ ノ酸 の 関与が最も大きか っ た こ と
(5 8) , また ､ 電気生理学的な実験にお い て ､ 細胞外 よりポリア ミ ンが N M D A受容
体 に対して作用す る こ とか ら, NM D A受容体 の細胞外領域に存在す る N末端とM 3-
M 4領域の酸性ア ミ ノ酸残基がス ペル ミ ン の 結合 に関与すると考え ､ これ らの 酸性ア ミ
ノ酸残基の変異体を作製して , 結合部位の 同定を試みた (3 1) 0
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Ⅰ -1. 材料と方法
(1) N MDA ク ロ ー ンとsite- dire cted m utage n e si
本研究で 用 いた N Rlク ロ - ンは ex o n- 5 の21アミ ノ酸を欠 い た N RIA バリ ア ン トを
用 い た ｡ こ の ク ロ - ン は中西重 忠博士 ( 京都大学 医学部) よ り譲渡し て頂 い た ｡
N R2Aと N R2Bク ロ ー ン は P.H . Seeburg (Center fo r Mole c ula r Biolog y,
Unive rsity of Heidelberg, Germ any) より譲渡して頂い た. 変異体は M 13フ ァ ー ジ
シ ス テ ム を用 い た site -dir e cted m utage n e si を行い作製した (5 9､ 6 0) ｡
site - directed m utagenesis に使用 した オリゴ ヌク レオチ ド プライ マ ー は以下 に示
す｡ また ､ 変異の 有無につ い て は ､ D N Asequ e ncing を行なう こ とで確認した｡
prim e r(5
'
- 3
'
)
C - T
C - G
C - G
C - G
C - T
C - T
A → G
A → C
T A- G C
T ー A
G T- T A
T → G
孤 - A C
G T- C C
A → G
A → G
T A- G C
T → A
G T- → T A
A - C
T A) G C
T A) A G
A → C
T - G
G - T
C- → T
T T→ AG
C T- G C
G
T
G
T
G
T
G
G
G
G
G
G
T
CJ
T
で･
G T
GG
G T
GG
GT
T G
C G
CG
GA T G
GT A G
GA T CT T G G G GT2 G CA G GC G G C G
GA A CA T CT G T TG A TG CT T GC GCG
G T T V AC TGC CTG G C G GA A CA T CT
GA T GAG GTC CTG ACA CAC TGA C A
AGA GA T GAG GT2 C TC ACA CAC T G
AG T G A A G T G G T竺 T G G G A G T AG
GGで GG G AG甘 G A⊆ GT G G でC G T T- GG
AG C TGT GT A G Ge GAC AGG G T GG
GA A G C CAGC T GT (芸∋∈ G GA GA C AGG
AGC CAG CでG TG基 AG GA G ACAG G G
AGA AG C CAG CTG T IA AG GAGA CAG
AGC CAG CTG TGG AG GAGA CAG G G
GA A G CCAGC TGT GAG G GA GAC AGG
AGA AGC CAG CTG T∈∈ AG GAG A CAG
GA A Gc eAGC T G∈ GT A G A GGAC AG
G A T T C T G T A G AG G C C A G C TGT G T
GAC AG G GA T TCT G∈造 GA A G CCAG C
CAG G GA T TC T〔逸 A G AA G C 〔AG Cで
G GA C AG G G A T T C TEA A G A AGC C AG
AGA GT A GA T G(造 CA T T C G GGT A G
A C TCTT GT C AGA G〔呈∈GA Y G GA CA T
ACT CT T GT C A G A(過良 GA T GG A CA T
ACT CT T GTC A GE GT A G A YG GA C A
GG A T AC TCT T G CA G A G T A G A T G
TG G A T ACTC T Il望 T C A G A G T A G A T
G A G ACT C T TG T竺 A G A G T A G A T G G
CAG GTG GA T A C TCA BGTC AGA GT A
ACT CAG GTG GA T 堪 CT T GTC AGA
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N RlÅ
D23N
E3 9Q
E4 4Q
E80Q
D8 1Ⅳ
DI OON
FI O 2L
S I O 8A
YI O 9A
YI O 9F
YI O9L
YIO 9 S
YI O 9V
YI O9W
Tl l OA
Fl 13L
Yl 1 4A
Yl 1 4F
Yl14L
S12 6A
Y12 8A
Y128L
S129A
D13 0A
D13 0E
D1 3 0N
K131L
S 1 3 2A
F1 37L
Y1 44工+
W1 51工J
E153Q
D1 6 9N
D1 7 0A
D1 7 0E
b1 7 0N
E1 7 2Q
E1 8 1A
E1 8 1D
E1 8 1Q
E1 8 5A
E1 8 5D
E1 8 5〔)
E18 6A
E18 6D
E1 86()
R18 7A
R18 7E
E18 8Q
E1 9 2Q
D19 8A
D198E
D1 9 8N
E21 0Q
E213Q
E21 5Q
D2 25N
D2 2 6N
D2 2 7N
E2 51Q
E2 5 3Q
D264N
E2 7 7Q
D2 8 3Ⅳ
E2 9 4Q
E297A
E2 9 7D
E2 9 7Q
CGT GC GA A GGAG ACT CA G G TG G A A → G
TGG ACT G GT GGG A IA A G G GC GG CA CC GT GT - T A
TCA TC T C A 久 AC基 A G ACG C TG G AC C → A
TCG C A TC A T C TG A A A C C AGAC GC C - G
CTC G TG GT C GT= GCT GAC C AG C A C ) T
GTC CCT C GT G G C GT C G CTGA C T → G
CGT C C TCG TG∈ TCG TC G CT G AC G → C
T C CTC GTG GT望 G TC G C TGA C CA C - T
T G CC CG TCC CTG GT G GTC G TC G C C - G
C TC C AG C A ACG T CGC CA 久 GC G CT T CTG T - G
C TC CA G CA A C GT 宣TC CA A GC GC T T C T G C - G
CAG C A A C G TCTG CA A G C GCT T C T C -.G
ACT C CC GT T CCG C CA G CA ACG T C T → G
GA C TC C C Gで TC⊆ TCC A GC A Åc GT C → G
CTC CC G T T C C TG CAG C A 久CG T CT C - G
甘GG ACで C CC GT ⊆C CT C CA GCA AC T → G
TTG G A C T C C CG GTC C T C C AGC A A T → G
GGA C T C C G Tで⊆ C T C C A G C 良ACG C - G
C TC TGC C T TGG A C T C∈造 T T CCTC C A G C A AC G T
C G→ G C
C TC TGC C T TG GA CT C C望∈ T TC C T C C A G C A AC G T
TGC C T TG GA CTG CC G T TC CTC CA
CAG CAD CT T CTG TG C C T TGGA CT
TGG T T C C TG G G⊆ C A A A C T G C A GC
T T GGT T C CT GG∈ TCA A AC TG CAG
G GT T C TG GG T望 A A ACTG CAG CA
T T CCCG GGC C T⊆ CA T C AG CAG AG
GGC CTC CAG でT ⊆C C G G GC C TC CA
GAC CCG G GC Cで⊆ CAG T TC CC G GG
A GC G T CGTC CTG G C T T G C A G A A A
G GCA G CGTC GT竺 C TC G C T T G C A G
TGT G GCAGCGT2 GTC CTC GCT TG
GA T CTC G C GT TG C C C GAC CAG CC
CCC A G AGA T C TG GC GT TC CC C GA
GA T GA T G CC A T= AG GA G CGT A G C
GTG GGC T AG C TG A T TCT T G C C A T
GC CCAC G G C G TI ACT C A T G TG G
C T C T AG G AG T TG G T G A A C TG C C T
GA T A T TCTC ･ C T TCGC T AG GAG TT C GTG
G A T A T T C TC CT T GTC T AG G AG T TC GTG
A T TCTC CT T CTG T AG GAG T TC G T
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C G→ TC
C - G
C → G
T - G
G → C
C - T
C → G
C - G
C - G
C - G
C - T
C - T
C+ → G
C - G
C- → T
C - G
C - T
C - G
T → G
C - G
C - G
E299Q
D3 03A
D3 03E
D3 0 3N
E40 6Ⅳ
D4 17N
E42 2Q
E4 2 3Q
D4 2 9N
D4 4 1Ⅳ
D4 6 1N
E4 7 5Q
D4 8 1N
E4 8 8Q
E4 9 7()
E5 0 4Q
D5 1 1 N
E5 22()
N R2B
D13 6N
E19 1A
E19 1D
E19 1Q
E1 9 8Q
E2 0 0Q
E2 0 1A
E2 0 1D
E2 0 1Q
AGT GA T ATT CTG C T T C TT AG GA
ACC CCG CG G 甘G G ⊆C A G 甘GA で ATT C T C
AC C C G CGG T G GE EC A G TCA T A T TC T C
C C G CGG TG G Gで竺 A G TGA T A T TCT
ACG A AG G C TGT T G G T G G A T T
C A T G T CC CA T T
～
A CT C A T T G T G
GT G A A C TCC TGT T TG CA T GTC
ACT GTG A AC TGC TCT T T GCA T
T T C ACT GG GT T
q
A C CA T TG ACT
GG GG AC GTG T T
_
A T T A G G C CC
A TG AGCAG GT T
_
T A TG CAG A AG
AGG T G C AC C TGA T A G G T A A A A
A A C T TG CCA T T
_
Gce A C C AGG
T T T AC C CG C TGC TGT GTG CCA
CC G T T CCAC TGC T T T T TG TTG
C TG AGT A G C TGG CCC A T C A T T
ACA A TC A TG T T
M
C GCT TGG CCA
TG C GC A CGC TGA T T G T T G A TG
TGA
CAG
AGT
Gc 九
甘C G
G CT
G G A
GA G
G GG
T A A
℃A C
Ac e
GT A
甘G G
G G G
G Cで
C TC
A G C
甘GG
C A T
A でC
C CA
GC Tt
AG C
C GA
GA G
TC C
CGA
CG∈
G A皇
TC∈
GG ∈
でCE
GG ∈
GAG
A GE
A T A
G A A
A Åc
AGA
AGC
AG G
AG甘
G TC
久AG
AGG
CAG
AGC
A CA
TCG
A A G
C CT
C でC
T C C
A T G
C T T
T T C
GC 甘
A G G
TC C
C CT
C T G
T C C
A G
C G
G T
TC
A A
TC
GC
C T
T G
C →
T →
G -
C →
C -
C -
C -
C -
C -
C -
C -
C →
C -
C -
C →
C -
C -
Cr- -
C -
A →
G -
G →
G -
G →
A -
A →
G -
G
G
C
T
G
T
G
G
T
T
T
G
T
G
G
G
T
G
A
C
C
C
C
C
C
C
C
(2) Xen opus の卵母細胞で の N M D A受容体の発現と電位固定法
c ap ped cR N Aの 合成 及 び卵母細胞 の 調製は Williams ら の 方法 に従 っ た (4 7､
5
′
3 ､ 5 4) ｡ 卵母細胞に対して , N RlとN R2cR N Aの 比が1:5にな る ように注入
し た (N RIO･1 - 4 ng ､ N R2 0.5 - 20 Ilg) ｡ 電 流 の 測定 に は GeneCla mp 500
a mplifier (Ax o nln str u ments, Fo ster City, C A) ま た は O C1 725a mplifier
(Wa rn erln stru m ents, Ha mde n, C T) を用 い た双極電位固定法に より 測定した (4
7 ､ 5 3) o 測定 に は ぬ 2＋ - s o s(96m M NaCl, 2 m M K Cl､ i.8 m M I∋aC12 ､ 10
mM H E PE S､ pH 7.5) を使用し , 多く の 場合, 測定時にK＋ - Bj m A(1個 の卵母細胞
につ き40mM K＋ - Bj m Aを100nl) を卵母細胞に注入した後､ 測定を行な っ た.
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Ⅰ - 2. 結果
(1) グリ シ ン非依存性ス ペ ルミ ン促進効果に関与するアミ ノ酸残基の同定
N R IA/NR2B受容体で認 められるグリ シ ン非依存性ス ペルミ ン促進効果 に N R IA サ
ブユ ニ ッ ト上 の 細胞外 の N末端領域と M 3- M 4領域の酸性ア ミノ酸残基が関与す る と
考 え, これ らの 領域の グルタミ ン酸やアス パ ラギン酸残基に つ いて ､ グルタミ ン や ア
スパ ラギン に置換した変異体を作製し, 変異 N M D A受容体をアフリカツ メガエ ル卵母
細胞に発現させ , 10pM グルタ ミ ン酸, 10pM グリ シ ン存在下で認められる100LLM
ス ペ ル ミ ン の 促進効果につ いて ､ - 20 血Ⅴの 固定電位で測定した ｡ その 際, 当研究室で
既に明 らか に して い るス ペ ルミ ン による促進効果に関与するN末端領域 N RIA E 342近
辺 の8個 の 酸性アミ ノ酸残基及び促進と阻害に関与するM 3- M 4領域 N RIA D 669近辺
の1 5個 の 酸性アミ ノ酸残基につ い て は省略した｡ N末端領域の ex o n- 5挿入部位近く
に存在するD170 N､ E 181Q､ E185Q やE 297Q､ D 303 N及び M 3- M4領域 D789N
の変異体にお いて ､ ス ペ ルミ ンの促進効果の減少が認められた (Fig. ト1) 0 D 511 N､
D765 N変異体で はス ペ ルミ ンに よる促進効果 の増大が認められたが , ポリア ミ ン の促
進効果がpH依存性で あり ､ これ らの変異体でpH 感受性が上鼻した こ とによっ て 生じ
たと考えられる ｡ ス ペ ルミ ンの 促進効果 へ の 関与が認められた NRIA D170､ E 181､
E 185, E 297､ D 303 に関して , アラ ニ ンや異なる酸性ア ミノ酸残基に置換 した変異体
を作製 して検討を行な っ た｡ そ の結果, E181, E 185はアラ ニ ンに置換した変異体に
おい て もス ペ ル ミ ンの 促進効果の減少が認められた (Fig. ト2B) o さらに ､ アス パ ラ
ギン酸残基に置換した変異体にお い て ス ペ ルミ ンの 促進効果に影響を与えなか っ た こ
とから ､ これら E181､ E 185はス ペ ルミン の促進効果に強く関与して い る と考えられ ､
またス ペ ル ミ ン の 促進効果にはこ の 位置 が酸性アミ ノ酸残基 で ある こ とが重要 で ある
と示唆された ｡ 他の D 170､ E 297, D303はア ラ ニ ン に置換した変異体 にお い て ス ペ
ル ミ ン の 促進効果に影響を与えなか っ た こ とから , ス ペ ルミ ン の 促進効果 に強く 関与
して い ない と考えた ｡ さ らに , ス ペル ミ ンの促進効果 に関与が認められた N RIA E181､
E 185に対応す る N R2B サブユ ニ ッ ト の酸性ア ミノ酸残基につ い て 検討を行な っ た結l
果 , N R2B E191､ E 201 がス ペ ル ミ ン の 促進効果に関与する アミ ノ酸残基で奉 る こ と
が明らかとな っ た ｡ 次に , プロ トン による受容体活性の 阻害はポリアミ ン結合部位 に
作用する (4 9) こ とが知られて い る ことから ､ wildty pe 及びス ペ ルミ ンの促進効果
に関与す る と考えられ るア ミ ノ酸残基の変異体に つ い て ､ pH 8.5の 時の 受容体活性を
100 %とした pH IC50を測定した (Fig. 卜2 C) ｡ ス ペ ルミ ン の 促進効果 に関与が認め
られ た N RIA E181､ E 185, NR2B E191, E 201 の 変異体におい て ､ wildty pe に 比
べ プロ トン によ る 阻害が低下した ことから ､ これ らの アミ ノ酸残基は ス ペ ルミ ンの 促
進効果とプロ トン の 阻害 の 両方に関与する アミ ノ酸残基であると考えられた｡
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(2) 電位依存性ス ペ ル ミ ン の 阻害効果 に関与す る アミ ノ酸残基 の 同定
(1) で作製した N RIA サブユ ニ ッ トの変異体を N R2Aサブユ ニ ッ トと の 組み 合わ
せで卵母細胞 に発現させ ､ 10pM グルタ ミ ン酸 ､ 10pM グリ シ ン存在下で 認め られる
10pM スペ ルミ ン の 阻害効呆につ いて ､ - 10 0mV の 固定電位で測定した｡ N末端領域
D198 N､ M 3- M 4領域E 781Q の 変異体 に おい て ､ ス ペ ルミ ン によ る 阻喪効果の 減少
が認め られた (Fig･ ト3) . しか しながら ､ これ らの アミ ノ酸残基につ い て ア ラ ニ ン
や異なる酸性ア ミ ノ酸残基に置換した変異体におn て, ス ペ ル ミ ンの 阻害効果 に影響
を及ぼさなか っ た ことか ら､ ス ペ ルミ ンの 阻害効果には強く 関与して い な い と考えた
(Fig.I -3) .
(3) イ フ エ ン プロ ジル による阻害に関与するアミノ酸残基の同定
(1) で作製した N RIA サブユ ニ ッ トの変異体を NR2 Bサブユ ニ ッ トとの 組み合わ
せ で卵母細胞 に発現させ , 10けM グルタ ミ ン酸, 10pM グリ シ ン存在下で認 められ る
1pM イ フ エ ン プロ ジル の 阻害効果に つ いて ､ - 20mV の固定電位で測定した. ス ペ ル
ミ ンの 促進効果 へ の 関与が認められた変異体にお い てイフ ェ ンプロ ジル によ る 阻害の
若干 の減少が認められたが ､ これは以前明らか にな っ て いる N RIA E342Q やN RlノI
D669 N変異体で のIpM イ フ ェ ン プロ ジル の 阻害がそれぞれ50 %､ 3 0 %程度で ある の
に比J<非常 に弱い 阻害の減少で あっ たo さらに NRIA D 130 N変異体にお い て ､ ス ペ ル
ミ ン の 促進効果にあまり関与しない にも係わらず､ イ フ ェ ンプロ ジル の 阻害が100 %消
失して い た (Fig.I - 4) ｡
N R IA D 130 N変異体にお いて , イ フ ェ ン プロ ジル の 阻害効果の消失が認められた こ
とか ら , こ の 近 辺の芳香族アミノ酸残基を中心に変異体を作製して検討した ｡ その 結
果 , N RIAS IO8 A､ Y IO9L､ F l13 L､ Y l14L, Y 128A､ D 130 N変異体にお い て ､ イ
フ ェ ンプロ ジル の 阻害 の減少が認められた (Fig. ト5B) ｡ また ､ これ らの 変異体はス
ペルミ ンの促進効果や pHIC50に影響を与えなか っ た ことか ら, イ フ エ ンプ ロ ジル特
異的た作用す る部位で ある と考えられ る (Fig. ト5 C､ D) ｡ N RIA S129A ､ F137L
変異体にお い て ､ ス ペ ル ミ ン の 促進効果 の増大が認められ るが , こ れは pH 感受性の
上昇によ っ て 生 じた と考えられた (Fig.I -5 C､ D) ｡
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ト3. 結論
ス ペ ルミ ン の 促進効果に関与す る細胞外の アミノ酸残基として ､ 既 に明らか に な っ
て い るN 末端領域 N R IA E342､ M 3- M 4領域 の D669以外 に新た に NRIA E 181､
E 185､ N R2B E 191､ E 201がス ペ ルミ ン の 促進効果に関与するアミ ノ酸残基で ある こ
とが明 らか とな っ た (Fig. ト6) . また ､ これらの ア ミノ 酸残基の変異体 にお い て も
プロ トン による阻害の減少が認められた ことから､ N M D A受容体の細胞外領域におい
て , ス ペ ルミ ン によ る促進効果に関与する アミノ酸残基 とプロ トン に よる阻害 に関与
す るア ミ ノ酸残基は同 一 で ある と考えられ る . こ の ようにス ペ ルミ ン の 感受性が変化
した変異体で pH の 感受性も変化して い た ことは､ ス ペ ルミ ンの 促進効果はプ ロ ト ン
の 阻害 を解除す る ことを伴 っ て生 じる考えを支持する もの で あ っ た (4 9) ｡ また ､
Zn2 ＋は N RIA/N R2 A受容体特異的なア ン夕ゴニ ス トで ある が ､ ス ペ ル ミ ンと pH の
感受性を変えた変異 N RIA/N R2B受容体 で は Zn2＋ による阻害を受ける (5 0) 0
NRIA E181､ E 342な どはス ペル ミ ン ､ プロ トンだけで なく Zn2 ＋ の感受性にも関与
する こ とか ら ､ 細胞外からの リガ ン ドな どによる括性調節に重要な部位で ある と考え
られ る ｡ また , NMDA 受容体 の細胞外領域におい て N RIA D 669以外 にス ペ ルミ ンの
阻害効果に酸性アミ ノ酸残基の関与は認められなか っ た ｡ 現在まで に明らかにな っ て
い るス ペ ルミ ン の 阻害効果に酸性アミノ酸残基は比較的チャ ンネル孔の 内部の 方に存
在して いる こ とか ら ､ 過分極時にはス ペ ル ミ ンが N M D A受容体 のチャ ンネル の 内部に
入り込んで 阻害すると考えられた ｡
イ フ ェ ン プロ ジル は N R2 Bサブユ ニ ッ トを含む N M D A受容体の特異的なア ン夕 ゴ
ニ ス トで あ る (5 3, 5 4) ｡ イ フ ェ ン プロ ジル の 結合部位やサブユ ニ ッ ト特異性に
対する知見は得られて いない ｡ NR2BR337 の変異体において ､ イ フ ェ ンプロ ジル の 阻
害効果が減少する こ とが報告されて い る ｡ しか し､ N RIA サ ブユ ニ ッ トの みから成る
受容体にお い て , イ フ ェ ン プロ ジル の 阻害がみ られる こ と か ら ､ N R2 B R337は
N RIA/N R2 B受容体と NRIA/N R2A受容体の 感受性 の違 い に関与す る残基で あ る と
考えられる (6 1) ｡ 本研究にお い て ､ N末端領域N RIA SIO8, Y IO9､ Fl 13､ ･ Yl14､
Y 128､ D 130はイ フ ェ ンプロ ジル の 阻害効果に関与する アミ ノ酸残基で ある こ. とが明
らか に な っ た ｡ イ フ エ ン プロ ジル の感受性に関与するアミ ノ酸残基が これ らの 領域 に
集中し て存在す る ことか ら , これ らの い く つ か の ア ミノ酸残基はイ フ ェ ンプロ ジル の
結合に関与して い る と考えられた ｡ 現在ま で に我々 が明らか に して き たイ フ ェ ン プロ
ジル の 阻害効果に関与するアミ ノ酸残基は ス ペ ルミ ンの促進に関与す る アミ ノ 酸残基
と同 一 で あ っ たが , 本研究で明らかにな っ たこれら アミノ酸残基の変異体はス ペ ルミ
ン の促進やプロ トン の 阻害には影響を与えなか っ た ため , イ フ ェ ンプロ ジル特異的な
アミノ酸残基で あ る こ とが示唆された｡
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第Ⅱ章 アミノグリ コ シド系抗生物質のN M D A受容体に
及ぼす影響
聴覚の受容と伝達にお いて ､ 音 は内耳の 有毛細胞 で電気信号 に変換され シ ナプス
を介し て求心性神経に伝達される ｡ 一 方､ 中枢神経系からは遠心性の 神経支配が行わ
れ , 有 毛細胞, そ して有毛細胞か ら求心性神経繊維 ヘ 信号伝達をする シナプス を制御
してお り ､ こ の シナプス にお い て 神経伝達物質はグルタミ ン酸が使われ ､ グル タミ ン
酸受容体が音の 伝達に関与して い る (6 2) ｡ 一 方 ､ ネオマ イ シ ンや カナマイ シ ンな
どの ア ミノグリ コ シ ド系抗生物質はア ミ ノ酸とア ミ ノサイク リ ト - ル がグリ コ シ ド結
合した構造を有する 一 群 の 抗生物質で ､ 強 い抗菌作用を示すが ､ 一 方 で聴覚障害など
の副作用を起こす ことか らそ の使用が限られて い る (6 3 ､ 6 4) ｡ アミ ノ グリ コ シ
ド系抗生物質による聴覚障害は N M D A受容体の過剰興奮により , 蛸牛の 求心性神経繊
維と シ ナプス を形成する内有毛細胞, 遠心性神経細胞繊維と シ ナプス を形成す る外有
毛細胞が破壊される こ と によ っ て 起こると考えられ ており (6 5) ､ またネオ マ イ シ
ンやカナ マイ シ ンが N M D A受容体の ア ゴニ ス トとして働く こ とが報告されて い る (6
6 - 6 8) ｡ さら に , これ らの アミノグリコ シ ド系抗生物質によ っ て 引き起こ された聴
覚障害が, N M D A受容体の ポリアミ ン結合部位に作用して受容体活性を阻害するイ ブ ェ
ンプロ ジル に よ っ て緩和され ると い う報告がなされて いる (6 5) ｡ こ の ため ､ ネオ
マ イ シ ン , ^
o
ロ モ マ イシ ン , ゲン 夕マイ シ ン､ カナ マイシ ン ､ ジ ェ ネティ シ ン ､ ス ト
レプトマ イ シ ン , カ スガマイ シ ン ､ ス ペクチノ マイ シ ンの 計8種類の ア ミ ノ グリ コ シ ド
系抗生物質を用 い て N M DA 受容体に対する影響をXen opu sの 卵母細胞を用 い た電気
生理学実験法により検討した (Fig.Ⅱ - 1) o
Ⅱ -1. 材料と方法
(1) ネオマイ シ ン ､ バ ロ モ マイ シ ン ､ ゲ ン夕 マイ シ ン､ カ ナ マイシン､ ジ ェ ネティ
シン , ス トレプト マイ シ ン ､ カス ガマイ シ ン ､ ス ベ タチノ マイ シ ンはSigm aから購入
し , 双 極電位固定法 には C EZ- 1250 Amplifier (日本光電) を使用 した ｡ cappe ⊂1
cR N Aの 合成及び卵母細胞の 調製は 卜1の 方法 に従 っ た (4 7､ 5 3､ 5 4) . 卵母
細胞に対して ､ N RlとN R 2cR N Aの 比が1:5になる ように注入した (N RI 0.1 - 4 ng､
N R20･5 - 2 0ng) ｡ 測定にはfh2＋ - s o s(96m M NaCl, 2m M K Cl､ 1.8 mM BaC12､
1 0m M HEP E S, pH 7.5) を使用 し, 多く の 場合 , 測定時に K＋ - B A 犯 (1個の 卵母
細胞に つ き40m M K＋ - Bj m Aを100nD を卵母細胞に注入した後､ 測定を行なっ た ｡
- 18-
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Ⅱ - 2. 結果
(1) アミ ノグリ コ シ ド系抗生物質の N M D A受容体に及ぼす影響につ い て調 べ るため
まず､ N R2サブユ ニ ッ ト特異性につ い て -2 0mV の 固定電位で検討した (Fig. Ⅰ -2) o
その結果 ､ ポリ ア ミ ンと 同様にネオ マイ シ ン､ カナ マイ シン , ス トレプトマ イ シ ン に
おい て N R2 Bサブユ ニ ッ ト特異的な促進作用が認められた｡ そ の ため ､ N R2 Bサブ ユ
ニ ッ トに対する各アミ ノグリ コ シド系抗生物質の濃度依存性につ い て -20 m Vの 固定電
位で検討した (Fig･Ⅱ -3) . アミ ノ基の数が2個の カスガマ イ シ ンやス ぺク チノ マ イ シ
ンは N R IA/N R2B 受容体活性に影響を及ぼさなか っ たが , ポリア ミ ン と同様 にア ミ ノ
基の数が3個以上 の アミノグリ コ シ ド系抗生物質はアミ ノ基の多い 抗生物質ほど強く受
容体活性を促進する ことが明らかとな っ た (TableⅡ -1) . ス ペ ル ミンは NM D A受容
体に対するグリ シ ン の 親和性を上 げ, グル タミ ン酸の親和性を下げる こ とが知られて
おり ､ ア ミ ノグリ コ シ ド系抗生物質がス ペルミ ン と同様に N R2B 特異的な促進効果を
示したことから , グリ シ ンとグルタミ ン酸の親和性に対する影響を調べ た (Fig.Ⅰ - 4) 0
そ の 結果, ス ペ ル ミ ンと同様にアミノグリ コ シ ド系抗生物質は N M D A受容体に対す る
グリ シ ンの 親和性を上げ, グルタ ミ ン酸の親和性を下げる こ とが明らかとな っ た ｡ ま
た､ ス ペ ルミ ン の グリ シ ン非依存性促進効果は pH 依存性で あるため (4 9) ､ ア ミ
ノグリ コ シド系抗生物質の pH 依存性を検討した結果 ､ アミ ノグリ コ シ ド系抗生物質
はpH 7･7 5やpH 8･5 0に比 べ pH 6.2 5やpH 7.0 0の ほうが, 強く N M D A受容体活性を増
強した ｡ これ ら の結果より ､ アミノグリコ シ ド系抗生物質の N M D A受容体活性の促進
効果は , ポリ ア ミ ン の そ れと類似した特性を示した ｡ 次にア ミノグリ コ シ ド系抗生物
質に よ る聴覚障害がイ フ ェ ンプロ ジルを投与する こ とで緩和され る こ とから ､ アミ ノ
グリ コ シ ド系抗生物質によ っ て ､ 増強さ れた受容体活性に対するイ フ ェ･>プロ ジル の
影響につ いて N R IA/N R2 B受容体を用い ､ - 20 血Vの固定電位で検討した (Fig.Ⅰ -6) 0
各ア ミ ノ グリ コ シ ド系抗生物質により増強された受容体活性は､ 無添加 とほ ぼ同程度
までイ フ ェ ンプ ロ ジル に よっ て 阻害された ｡ これ ら の結果か ら､ イ フ ェ ンプロ ジル に
よる聴覚障害 の緩和は N M D A受容体活性を阻害する ことで 生 じる と考えられた ｡ 次に
ポリ ア ミ ン と同様にアミ ノグリ コ シ ド系抗生物質により N MDA 受容体活性 の促進が認
められ た こ とか ら , ア ミ ノグリ コ シ ド系抗生物質がポリ アミ ンと同様 に電位依 存性 の
阻害を示すか検討した (Fig.Ⅱ -7) . N RIA/N R2 A受容体におい て ､ - 20mV と - 10 0
mVの 固定電位 で検討した結果 ､ - 2 0m V の 固定電位で はアミ ノグリ コ シ ド系抗生物質
に よる 阻害は認め られなか っ たが , - 1 0 0mV で は -20m V に比 べ 阻害傾向が認めら
れた ｡ しかし ､ 阻害の強さ に はア ミ ノグリ コ シ ド系抗生物質の アミ ノ基の数な どに よ
る 一 定 の 傾向は示さなか っ た . ア ミノグリ コ シド系抗生物質はス ペル ミ ンと同様に促
進と阻害の両活性調節を示した こ とか ら､ ス ペ ルミ ンq)促進効果に関与する ア ミ ノ酸
-20-
残基や 阻害に関与するア ミノ酸残基の変異体を用 い て ､ アミ ノ グリコ シ ド系抗生物質
の影響を検討した (Fig･Ⅱ -8､ 9) . N R IA/N R2B受容体の wildtype 及びス ペ ル ミ ン
の 促進効果 に関与する N R IA E 181Q/E185Q､ E 342Q, W608 L, N 6 16Q､ D 669 N
変異体を用 い て -2 0mV の 固定電位で検討した結果､ すべ て の 変異体で アミ ノ グリ コ
シ ド系抗生物質 の促進効果の消失が認められた (Fig.Ⅱ -8) o この 結果より ､ ア ミノ
グリjシ ド系抗生物質による N MDA 受容体活性の 増強は, ス ペ ル ミ ン の 促進 に関与す
る アミ ノ酸残基に作用して 生じ ると考えられた｡ また ､ D669 N変異体にお い て ､ 200
pM ネオ マイ シ ン存在下で 受容体活性が50 %以下に阻害されたo こ の 原因 につ い て は
明らか で はな い が , ネオ マイ シ ンは他の ア ミノグリ コ シド系抗生物質より比較的構造
が大きく , アミ ノ基 の数が多い ため ､ D 669に作用で きず､ チ ャ ンネル孔内部の酸性ア
ミ ノ酸残基と結合す る こと で受容体活性を阻害した の で はな い かと考えた｡ 次に ,
N RIA/NR2A 受容体 の wildty pe 及びス ペ ルミ ンの阻害効果に関与する ア ミ ノ酸残基
の変異体であるW 5 63 L､ N 616Q､ E 621Q, D 669 Nを用い ､ アミ ノグリ コ シ ド系抗生
物質に よる電位依存性の 阻害につ い て ､ - 1 00mV の 固定電位で検討した (Fig.Ⅰ - 9) .
N 616Q, E621Q変異体で は ､ すべ て の アミ ノグリ コ シ ド系抗生物質で 阻害の減少傾
向が認められるが , 他の 変異体で はアミ ノ基の数などによる 一 定の傾向は示
●
さ なか っ
た｡ ア ミノグリ コ シ ド系抗生物質がス ペル ミ ンの 促進に関与するア ミ ノ酸残基と同じ
部位に作用する こ とか ら ､ ス ペ ル ミ ン の 促進効果に関与しなし1イ フ ェ ンプロ ジル特異
的な作用部位 の変異体である Y IO9L, Y l14L､ D130 Nを用 いて , ア ミ ノグリ コ シド
系抗生物質 によ る受容体活性の促進につ い て検討した (Fig.Ⅱ -1 0) o YIO9 L変異体
におい て ､ 2 00pM ネオ マ イ シ ンで3.5倍程度の 促進効果が認め られた o こ の 変異体に
おい て若干 の pH IC50 の 酸性側 へ の シ フ トが認め られたが ､ Y IO9F変異体で も同様の
結束が得られた (デー タ 未掲載) ｡ これら の 結束から , チ ロ シ ン残基 の ヒ ドロ キ シル
基が N M D A受容体活性を負に調節して い る可能性が考えられた ｡ また ､ す べ て の 変異
体にお い て ､ アミノグリ コ シド系抗生物質による受容体活性 の促進の減少が認められ
なか っ た こ とか ら, アミ ノグリ コ シド系抗生物質はイ フ ェ ン プロ ジル特異的な作用部
位 に作用 せず ､ ス ペ ル ミ ン の 促進効果に関与す る アミ ノ酸残基 に作用 して ､
NR IA/N R2 B受容体の受容体活性を促進する ことが示唆された ｡
-21-
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Ⅱ -3. 結論
アミ ノグリ コ シ ド系抗生物質は ア ミ ノ酸とア ミ ノサイクリ ト - ルが グリ コ シ ド結合
した構造を有す る 一 群の 抗生物質で強い抗菌作用を示すが , 一 方で 聴覚障害な どの副
作用を示す こ と か ら , そ の 使用が 限られて い る (6 3､ 6 4) ｡ また ､ アミ ノ グリ コ
シ ド系抗生物質 の副作用 で ある聴覚障害は N M D A受容体のポリアミ ン結合部位 に作用
し , 受容体活性を促進する こ と で 生 じ ると考えられ て い る (6 5) ｡ そ の た め ､
N M D A受容体のポリアミ ン による活性調節に関与するアミノ酸残基の変異体を用 い て
検討した ｡ そ の結果 ､ アミ ノ グリ コ シ ド系抗生物質は ､ ポリアミ ン と同様に N R2B サ
ブユ ニ ッ ト特異的に N M D A受容体活性を促進し､ アミ ノグル ー プ (アミ ノ基､ イ ミ ノ
基､ グア ニ ジン基) の数が多い ほど強く受容体活性を促進する こ とが折 らか とな っ た .
また , アミ ン グリ コ シ ド系抗生物質による受容体活性の促進効果はポリアミ ン と同様
にpH感受性, N M D A受容体に対するグリ シ ンの 親和性の増加やグルタ ミ ン酸の 親和
性の低下などの 特徴が認められた ｡ さ らに ､ アミ ノグリコ シ ド系抗生物質はイ フ ェ ン
プロ ジル特異的な作用部位で はなく ､ ポリ アミ ン の 促進に関与するア ミ ノ酸残基で あ
る N RIAE 181/E185､ E342､ N 616､ D 669 に作用 して NM D A受容体活性を促進し､
そ の 促進の強さと聴覚障害の起 こりやすさに 一 定の相関が認められた (TableⅡ -1) 0
そ のため ､ アミ ノグリ コ シ ド系抗生物質は N RIA/N R2B受容体のポリア ミ ン結合部位
に作用 して , 過剰 に受容体活性を促進する こ とで聴覚障害を引き起こす こ とが示唆さ
れた ｡ これ らの 結果より聴覚障害を起こさ ないアミノグリコ シ ド系抗生物質を探索す
る こ と は非常に困難だと考えられ る ｡ なぜ なら､ す べ て の ア ミノグリ コ シ ド系抗生物
質は NMDA 受容体との結合部位に重要だと考えられるいくつかの アミ ノ基､ イ ミノ基 ､
グア ニ ジ ン基な どを持 っ て いる ため､ 細胞外か ら N M D A受容体活性を促進す る と考え
られる か らで あ る ｡ しか しなが ら ､ アミ ノ グリコ シ ド系抗生物質は強い抗菌作用を示
す有用 な抗生物質で ある ため､ イ フ ェ ンプ ロ ジルや そ の誘導体などの ようなア ミ ノ グ
リコ シ ド系抗生物質が NMD A受容体に結合する ことを防ぐ化合物と併用する こ とで 桐
牛の 内有毛細胞や外有毛細胞を保護す る こ とが , 聴覚障害を防ぐ有効な手段で ある と
考えられ る ｡
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第Ⅲ章 神経系におけるポリアミ ン輸送
神経伝達物質は神経終末 の シナプス 小胞体 に蓄えられて お り , 現在 まで に､ グル タ
ミ ン酸､ アセチル コ リ ン ､ γ - アミノ酪酸､ グリ シ ン ､ A TP､ ド ー パ ミ ン などの モ ノ ア
ミ ン類の 輸送系が同定されて い る (6 9- 7 1) ｡ シ ナプス小胞体にこれ らの 輸送系を
介して貯められた神経伝達物質は､ 神経終末にイ ンパ ルスが到達する とエ キソサイ ト -
シス で シナプス 間隙に放出される ｡ 神経伝達物質として最初に同定されたアセ チル コ
リ ンは そ の 受容体に作用 した後､ 近傍に ある コ リ ン エス テラ ー ゼ によ り速やか に分解
され , そ の 神経伝達が終結する こ とが明らかとなっ た (7 2) ｡ しか し ､ そ の 後多く
の研究から酵素的分解による神経伝達の終結はむしろアセチル コリ ン の みが例外で ､
他の す べ て の 神経伝達物質 につ い て ､ そ の 神経伝達終結は神経細胞の 終末部分やグリ
ア細胞 へ の再取り込みによるもので ある ことが明らかとな っ た (7 3) 0
Xen opus の 卵 母細胞を用 い た電気生理学的な実験で ､ ポリ ア ミ ンが細胞外か ら
N MDA 受容体を促進する こ とが知られて い る こと (3 0) や我々 が現在まで に明らか
に して い るポリ アミ ン の促進に関与して い る アミ ノ酸残基が細胞外領域に存在す る こ
とか ら､ 生体内にお いて もポリア ミ ンが細胞外から N M D A受容体に対して作用す るの
で はな い か と考えた ｡ しか し, ラ ッ トな どの 脳にお いて シナプス間隙を満たし て い る
脳脊髄液には ､ nM オ ー ダ ー で しかポリアミ ンが存在して い ない (7 4､ 7 5) ｡ そ
の ため ､ 生体内にお い てポリア ミ ン が どの ような機構で シナプス間隙に放出され ､
N M D A受容体活性を調節した後､ どの ような不活性化機構が存在する か明らか にす る
ため に検討を行な っ た ｡
Ⅲ -1. 材料と方法
(1) シ ナプス 小胞体 の 調製
シ ナプス 小胞体 の調製法は主 に Kish らの方法に従 っ た (7 6) . 6週令 ラ ッ トの 大
脳 (1匹1.2 - 1.4g) を10倍量の140mM グルク ロ ン酸溶液 (i40mM グルク ロ ン酸カ
リウム ､ 1 m M 炭酸水素ナトリ ウム ､ 1 m M 酢酸マ グネ シ ウム ､ pH 7.2) で ホ モ ジナ
イ ズし ､ 12,0 00×g､ 15分間遠心分離した ｡ 得られた沈澱を20倍量の6 m M トリ ス -
マ レイ ン酸溶液 (pH 8.1) で浸透圧 シ ョ ッ ク をかけ, 43,500×g, 1 5分間超遠心分離
を行ない , さら に得られた上浦を200,000×g､ 60分間超遠心分離した ｡ その 沈澱 を シ
ナプス小胞体画分として得た ｡ 得られたシナプス 小胞体にさらに10m M グル コ ン酸カ
リウム溶液で さ ら に浸透圧 シ ョ ッ クをかけ､ 神経伝達物質などの内容物の抜けたゴ ー
ス トの シ ナプス 小胞体を調製し ､ その 後の 取り込み活性の測定に使用した (7 7) 0
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(2) シナプトソ - ムの 調製
シナプトソ - ムの 調製法は Fletche rらの方法に従 っ た (7 8､ 7 9) o 6週令の ラ ッ
トの大脳 (1匹1･2 - 1.4g) を9倍量の0.3 2M シュ ー ク ロ ー ス で ホ モ ジナイ ズして ､
1,200×g､ 10分間遠心分離した. そ の上滑を等倍量の 1.2M シェ ー ク ロ ー ス溶液に重
層し ､ 110, 0 0×g, 2 0分間超遠心分離した . 得られた中間層をさらに0.8 M シュ -
ク ロ ー ス , 1 0mi に重層し, 110,0 00×g､ 2 0分間超遠心分離し, 得られた沈澱を シ ナ
プトソ - ム画分として ､ その後の 取り込み活性の測定に使用した ｡
(3) アス トロ グリ ア培養細胞の 調製
アス ト ロ グリ ア培養細胞 の調製法は主 に As o uらの方法に従 っ た (8 0 ､ 8 1) 0
生後約3日の ラ ッ トか ら大脳皮質を取り出し, 30分間､ トリプシ ン処理を行な っ た｡
その 後､ 10 %F B S- M E M培地 (10･O Uペ ニ シリ ン , ス ト レプトマイ シ ンと2 mM グル
タミ ン を含む) で培養した｡
(4)
一
ポリ アミ ン測定と葺白定量
ポリアミ ン定量 はIgarashiらの 方法 (8 2) , 蛋白定量はLD W ry らの 方法 (8 3)
で行 っ た ｡
(5) シ ナプス 小胞体､ シナプトソ - ム ､ アス トロ グリア細胞 へ の ポリアミ ン輸送
シ ナプス 小胞体で の測定は主にKish らの方法に従っ た o シナ プス 小胞体 (200雌)
画分を3 0℃ ､ 1分間プレイ ンキュ べ - シ ョ ンした後､ 基質であ る 200LLM[1 4c]ス ペ ル
ミン , ス ペル ミ ジンまたは50トLM[1 4c]グルタミ ン酸を添加し､ 数分間イ ンキ ュ ベ ー シ ョ
ン した . 反応液を f n W Pフィ ル タ - (ミ リポア) に移し ､ 140m M 塩化カリウム ＋l
m M ポリ アミ ン溶液を用 い て反応停止を行な っ た (5 mlX3回) ｡ フ ィ ルタ ー をバイ ア
ル ピンに移し, 3 mlBr ay溶液を加え て , 液体シ ンチ レ - シ ョ >
.
カウ ンタ ー で取り込 ま
れた [14c] ポリアミ ン量を測定した｡
シナ プトソ - ム で の測定は Fletcher らの 方法に従 っ た. シナプトソ - ム (100LLg)
画分を30℃ ､ 1分間プレイ ンキュ ベ - シ ョ ン した後 , 基質で ある100pM[1 4c]ス ペ ル
ミ ン またはス ペル ミ ジ ン を添加 し ､ 数分間イ ン キ ュ べ - シ ョ ンし た｡ 反応 液をG F/B
フィ ル タ - (Watm an)に移し､ 118m M 塩化ナ トリウム＋1 mM ポリ アミ ン溶液を用 い
て反応停止を行な っ た (5 mi×3回) . フ ィ ル タ ー をバ イ アル ピン に移 し､ 3 mi Bray
溶液を加えて ､ 液体シ ンチ レ ー シ ョ ンカウ ンタ ー で取り込まれた [1 4c] ポリアミ ン量
を測定した ｡
アス トロ グリ ア細胞で の 測定は Kakinu m aらの 方法で行な っ た (8 4) ｡ アス ト
ー3 4-
ロ グリ ア細胞を5×106c ells/ml程度に10% FB S- M E M培地 で調製し , 100LIM[1LIc]
ス ペ ル ミ ン またはス ペ ル ミ ジン を添加し ､ 30℃でイ ンキ エ ペ - シ ョ ンを行な っ た. 皮
応開始から0･5､ 4, 8､ 12分後に反応液から500LLlを採取し､ 600pl の オイル (コ ー
ンオイル : フ夕ル酸ジ ー n - プチル -3:10) の上 に重層し､ 遠心により細胞を沈澱させ ､
上浦を除去した後の 沈澱を1 血 の5%トリク ロ ロ酢酸で よく懸濁し､ 超音波で細胞を
被砕した ｡ こ の 懸濁に トル エ ン ー トライ トン系 シ ンテレ 一 夕 - を加 え､ 液 体シ ンチ レ ー
シ ョ ンカウ ンタ - で 取り込まれた [14c] ポリア ミ ン量を測定した.
Ⅲ - 2. 結果
(1) シナプス小胞体 へ の ポリアミ ン輸送
ラ ッ トの 大脳からシ ナプス 小胞体画分を分画し､ その 際の それぞれ の 画分の ポリ ア
ミ ン定量を行な っ た｡ w hole c ells の ス ペ ルミ ジ ン , ス ペ ルミ ン含量はそれぞれ 4.2 5
±0･1 5n m ol/m g pr otein ､ 3.l o主o.40n m ol/mg pr otein で ､ P 200の シ ナプス 小脇
体画分 で は 4･6 6士0･6 8n m ol/mg protein ､ 8.26±1.02nm ol/m g protein で あっ た
(TableⅢ -1) ｡ ス ペ ル ミ ジン含量は whole cels と シナプス 小胞体画分で あまりかわ
らなか っ たが ､ ス ペ ル ミ ン含量は whole cells に比べ シ ナプス 小胞体画分で 2.7倍程度
の濃度 の増加が認められた ｡ この 結果より , シナプス小胞体に対して ス ペ ルミ ンが特
異的に蓄積され て いる と考えられ る｡ そ の ため ､ シ ナプス 小胞体に対するポリ ア ミ ン
の 取り込み活性に つ い て検許した ｡ そ の 際 に使用したシナプス小胞体はさらに浸透圧
シ ョ ッ クをかけ ､ ゴ ー ス トにした シナプス 小胞体画分を使用 した ｡ ゴ - ス トに したシ
ナプス 小胞体に対する ス ペル ミ ジ ン ､ ス ペ ルミ ン , グルタミ ン酸の取り込み活性は､
そ れ ぞれ 73pm ol/m g pr otein/血 n ､ 1 80 pm o1/mg pr otein/min ､ 1 61pl n O1/Il唱
pr otein/min で あ っ た ｡ 神経伝達物質で あ るグルタミ ン酸と同様に ス ペ ルミ ン にお い
て シナ プス 小胞体 へ の 取 り込み活 性が認められ ､ ス ペル ミ ジ ンにお い て も弱い ながら
取り込み活性が検出された (Fig.Ⅲ -1) ｡ また ､ こ れら の 取り込 み活性はA T P依存性
が認められた ｡ シ ナプス 小胞体に対するス ペ ルミ ジン , ス ペ ルミ ン の 取り込み のK m 値
はそ れぞれ 483pM , 6 1.5LLM で あり , Vm ax は568pm ol/m g pr otein/min ､ 72
pm ol/m g pr otein/min で あ っ た (Fig.Ⅲ - 2) ｡
(2) アス トロ グリ ア培養細胞 へ の ポリア ミ ン輸送
シナ プス 小胞体 にお い て , ス ペ ルミ ジン , ス ペ ル ミ ンの取り込み活性が認められた
ことか らシナプス間隙にポリアミ ンが放出されると考えられるが ､ 脳 脊髄液にはポリ
アミ ン は ほとんど存在して いない ことか ら不活性化機構が存在する と考えた ｡ 神経伝
達物質 で あ るグルタミ ン酸は神経細胞の神経終末側やグリア細胞に取り込まれ る こ と
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で不活性される機構が存在する (8 5- 8 8) ｡ そ の ため, ポリ アミ ン に関して も同様
の不活性化機構が存在すると考え , シナプトソ - ム画分を調製してポリ アミ ン の 取り
込み活性を測定したが , 検出で き なか っ た (デー タ末掲載) . 次にラ ッ トの 大脳から
ア ス ト ロ グリ ア細胞を調製し､ ス ペ ルミ ジ ン ､ ス ペ ルミ ン の 取り込 み活性を検討した
結果 ､ それぞれ77.5pm ol/m g pr otein/min ､ 52.8pm ol/mg pr otein/min の 取 り込
み活性が認められた (Fig.Ⅲ -3) ｡ これらの 取り 込み油性に対するNaN3 (ア ジ化 ナト
リ ウム) や C C C P(カルポニ ル シア ニ ド m - ク ロ ロ フ エ ニ ル ヒ ドラゾン) の 影響を検
討した結果, 取 り込み活性が完全 に抑えられた こと から ､ こ れらの 取 り込み活性がエ
ネルギ ー 依存性である ことが示唆された｡
Ⅲ -3. 結論
Xe n opu sの 卵母細胞を用 い た電気生理学的な実験 で ､ ポリ ア ミ ン が細胞外から
N M D A受容体を促進する こ と (3 0) や我々 が現在まで に明らか に して い るポリ アミ
ンの促進に 関与して い る ア ミ ノ酸残基が細胞外領域 に存在す る ことか ら ､ 生体内にお
い て もポリアミ ン が細胞外から NM DA 受容体に対して作用する と考 えた ｡ しか し､ シ
ナ プス 間隙を満たし て い る脳脊髄液にポリアミ ンは nM オ - ダ ー で しか存在しな い
(7 4, 7 5) ため , ポリアミン の シナプス間隙 へ の放出機構が実際 に存在す るか検
討を行 っ た ｡ ラ ッ トの 大脳からシ ナプス 小胞体画分を調製し, ポリ ア ミ ン定量 を行 っ
た結果 ､ ス ペ ルミ ンの シ ナプス小胞体 へ の 蓄積が認められた ｡ さ らに ､ こ の ス ペ ルミ
ン の 蓄積は , 他の神経伝達物質同様にA T P依存的な輸送系による もの で ある こ とが示
唆され た ｡ 次に不活性化機構につ いて 明 らかにす る ため , ポリア ミ ン の ラ ッ ト大脳の
アス トロ グリ ア細胞や シ ナプトソ - ム画分 へ の 取り込み活性を検討した ｡ シ ナプトソ -
ム画分 へ の ポリ アミ ン の 取り込み 活性は検出で きな か っ たが ､ ア ス ト ロ グリ ア細胞で
は , エ ネルギ ー 依存的な取り込み活性が認 められた ｡ こ れら の 結果から シナプス にお
い て ､ ス ペルミ ン は興奮性神経伝達物質であるグルタミ ン酸と同様にシ ナプス 小胞体
に蓄積され , 神経終末にイ ンパ ル ス が到達するセ エ キソサイ ト - シス で シナプス間隙
に放出され る ｡ 放出され たス ペルミ ンは N M D A受容体活性を促進した後, 主 に アス ト
ロ グリ ア細胞に取り込まれるとい う不活性化機構が存在する ことが示唆きれた｡, また ､
N MDA 受容体に対するグル タミ ン酸の E C50 が 2 - 3トLM であ るの に対 し , ス ペ ル ミ
ン の E C50がお よそ
r
50pM である ことや アス トロ グリア培養細胞 へ の ス ペ ル ミ ン の 取
り込み活性が , 神経伝達物質で あるグルタミ ン酸に比 べ100倍程度低か っ た こ とか ら ､
ス ペ ル ミ ン は脳にお い て , 長期記憶を形成する際に認められ るような , 非常に強く て
継続的なイ ン/てル ス が神経終末に入力にされた時に シ ナプス 間隙に放出され て ､
N M D A受容体活性を促進し､ 記憶の形成などに関与して い る可能性が考えられた ｡
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要旨
【序論】 ポリアミ ン ( プトレス シ ン , ス ペ ルミ ジ ン ､ ス ペ ルミ ン) は ､ 細胞増殖 ･
分化に重要な生理的役割を果たす低分子塩基性生理活性物質で ある ｡ この ポリ アミ ン
の 細胞増殖促進作用は主として核酸との相互作用 で起こる ｡ 一 方､ 脳 は細胞増殖があ
まり活発でな い にも係わ らず､ ポリアミ ン 畳は比較的多い ｡ 従 っ て ､ 脳 におけ るポリ
アミ ン は核酸以外の物質との相互作用 に より生理的役割を果たして い る ことが示唆さ
れて いる ｡ 近年､ この ポリ アミ ンのイ オンチ ャ ンネル に対する役割が注目されて い る ｡
グル タミ ン酸受容体の 中でもN M D A(〟 - m ethyトD - a spa rtate) 受容体は記憶形成や
脳虚血時の症状悪化に強く係わ っ ており ､ ポリアミ ン, 特に ス ペ ルミ ン によ っ て 脱分
極時 の促進, 過分極時 の 阻害 (チ ャ ンネル ブロ ッ ク作用) の両活性調節を受け る
(Fig.1) ｡ また ､ 受容体の構造はN RlとN R2サブユ ニ ッ トそれぞれ2個から成る テト
ラ マ - で ある と考えられ ､ N Rlは8種類 (N R IA - N RIH) の ス プライス バ リ ア ントが
存在し, N R 2は4種類 (N R 2A- 2 D) の 遺伝子が存在する｡ また ､ N RIA サブ ユ ニ ッ ト
上 にポリアミ ン の結合部位が存在する こ とが示唆されて いる こ とより ､ 我々 は これま
で に , N R IA サ ブユ ニ ッ トの 酸性アミノ酸や芳香族ア ミ ノ酸､ ある い はN 616変異体の
活性測定より ､ E 342､ W 608､ W 611､ N 6 16, Y 647､ D 669がス ペ ルミ ン による活性
促進に ､ W 563､ N 616､ E621, D669がス ペ ルミ ン によるチ ャ ンネル ブロ ッ ク作用 に
関与して い るこ とを明らかにして き た｡ 筆者は脳においてポリ アミ ンがN M D A受容体
活性を調節する生理的意義を明らかにすること を最終目的とし検討を行 っ た ｡
1) 辿 娼艮塵里見孟
【目的】 ポリアミ ンが細胞外からN M D A受容体に作用する ことが示唆されて い る こ と
か ら, 今回 は細胞表面に露出して いるN末端領域及びM 3- M 4の 後半額域の ア ミ ノ酸残
基の関与につ いて検討した ｡
【方法】 N M D A受容体 の wildty pe 及びアミ ノ酸置換cD NAより , 1
'
n vltTOでcR N Aを
合成し, Xe n opu sの 卵母細胞に注入後､ 変異N M D A受容体を膜上 に発現させ ､ グル
タミ ン酸とグリ シ ン の 存在下で認められ る電流をス ペ ルミ ンに よる促進効果の 場合は
-2 0m V , チ ャ ンネルブロ ッ ク作用 の場合は -1 00m Vの 電位固定法 に より測定した.
【結果】 N RIAサブユ ニ ッ トの細胞表面に露出して い るN末端領域のD170 N､ E 181Q､
E 185Q, E 297Q, D 303 N変異体及びM 3- M 4領域のD 789N 変異体 にお い て ス ペ ルミ
ンによる促進効果が低下した ｡ ス ペ ルミ ン の促進効果は, pH 感受性であり ､ 生理的な
pH 条件下で受容体活性を測定した際に､ プロ トン によ る阻害を解除する ことに よっ て
生 じると考えられ て い る ｡ この プロ トンの 阻害はポリアミ ン結合部位に作用して起こ
-4 6-
る と考えられてお り ､ D 170 N､ E181Q､ E 185Q, E297Q､ D303N ､ D 789N 変異体
におい て ､ プロ トン による 阻害の軽減が認められた ｡ さ らに これ らの 変異体にお い て ､
ポリア ミ ン結合部位 の ア ンタゴ ニ ス トで あ るイ フ エ ンプロ ジル によ る 阻害も軽減され
た｡ NRIA D 170､ E 181､ E 185に対応するN R2Bサブユ ニ ット上 の E 19 1Q､ E 198Q､
E201Q 変異体にお いて , E 191Q､ E 201Q 変異体 でス ペ ルミ ン による促進効果 の消失
が認められた｡ これ らの ア ミノ酸残基につ い て アラ ニ ン残基や異なる酸性アミ ノ酸残基
に置換した変異体を作製して検討した結果, N R IA サブユ ニ ッ トの N末端領域におい て ､
D 170､ E 297, E303､ D 789につ いて アラ ニ ン残基に置換した変異体 で はス ペ ルミ ン
の促進効果にあまり影響を与えなか っ た｡ N R IA E181､ E 185, N R 2B E 19 1, E 201
はアラ ニ ン残基に置換した変異体 におい て ､ ス ペ ル ミ ンによ る促進効果の減少が認め
られた ｡ 従 っ て , これ らのNRIA E181､ E 185､ NR2B E191､ E 201 がス ペ ルミ ン に
よる促進に強く関与するアミ ノ酸残基で あ り ､ アス パ ラギン酸残基に置換した変異体
で はス ペ ルミ ン による促進効果に影響を与えない こ とか ら, グルタミ ン酸残基 で ある
ことが 重要で あ ると考え られ る ｡ 次に､ ス ペ ルミ ン の チ ャ ン ネルブロ ッ ク作用を阻害
効果の み を示すⅣ1 -da n syトspe r min eを用 い て検討した結果､ N末端領域のD 198 N変
異体及びM 3- M 4領域のE 781Q 変異体で阻害効果の減少が認められた. しか し､ D 198､
E 781 につ いて 他の アミノ酸残基に置換した変異体で は､ ス ペル ミ ン に よるチ ャ ンネル
ブロ ッ ク作用 の軽減が認 められなか っ た｡ 現在まで ､ 明らか にな っ たポリ アミ ンによ
る活性促進に関与するア ミノ酸残基は, す べ てイ フ ェ ンプロ ジル によ る 阻害が弱 い な
が ら解除されて い たため ､ ポリ アミ ンとイ フ エ ン プロ ジル の 結合部位は重複して い る
と考えられて い た｡ しか し , N末端領域の D 130N変異体にお いて ､ ポリアミ ンの 促進
効果にはほとん ど影響を示さない にもかかわ らず, イ フ ェ ン プロ ジル の 阻害効果が完
全に消失した ｡ 従 っ て ､ D 130はイ フ ェ ンプロ ジル特異的な結合部位に 関与する アミ ノ
酸残基で あ る こと明らかとな っ た｡ また ､ N RIA D 130に対応するN R 2BD136 N変異
体で はイ フ エ ンプロ ジ ル の 阻害の解除は認められなか っ た ｡ N RIA サブ ユ ニ ッ ト の こ
の領域につ いて詳細 に検討した結果､ SIO8 A, YIO9 L､ F l13 L､ Y l14 L変異体 におい
て も同様にイ フ エ ンプロ ジルの阻害効果の消失が認められた ｡
【結論】 N M D A受容体(N RIA/N R2 B)の細胞外領域にお い て , N RIA E342, .D669の
他 にN R IA E 181, E 185, N R2B E191, E 201がス ペル ミ ンの 促進効果に強く関与す
る ア ミ ノ酸残基で ある ことが明 らかとな っ た｡ また現在まで の結果 より , 脱分極時には
ス ペ ル ミ ン は膜表面に結合して促進作用を示し, 過分極の時はチ ャ ン ネル ･ ポア 内部
に移動して , 阻害効果を示すこ とが示唆された｡ また , ポリ アミ ン部位の ア ンタ ゴニ
ス トで あるイ フ エ ン プロ ジル の特異的な結合にN末端のN RIASIO8､ Y IO9, F l13､
Y l14､ D 130の ア ミノ酸残基が重要で ある こ とが示唆された｡
- 4 7-
2) 迎遁⊇企受盤鮭虹鮎ま旦Z ミ_∠ま⊥旦と且盈塩生勉展望勉盈
【目的】 ネオ マ イ シ ンや カナマイ シ ンな どの アミ ノグリコ シ ド系抗生物質は強 い抗菌
作用を示すが､ 一 方で 聴覚障害な どの副作用を起 こすことか らそ の 使用が限られて い
る ｡ これ らの 抗生物質によ っ て 引き起こされ た聴覚障害が､ N M D A受容体の ポリ ア ミ
ン結合部位に結合して受容体活性を阻害す るイ フ ェ ンプロ ジルによ っ て 緩和され ると
い う報告がある ことから ､ アミ ノグリ コ シド系抗生物質のN M D A受容体に及ぼす影響
に つ いて検討した ｡
【結果】 ア ミノグリ コ シ ド系抗生物質の作用のN R2サブユ ニ ッ ト (N R2 A- 2 D) 特異
性を -2 0mV の脱分極状態で検討した結束､ 200けM ネオ マイ シ ン ､ カナ マイ シ ン ､ ス
トレプトマ イ シ ン によ り ､ ポリ アミ ンと同様, N R2Bサブユ ニ ッ ト特異的に促進効果
を示した｡ また , N RIA/N R2 B受容体に対する アミノグリ コ シド系抗生物質の影響は､
アミ ノ基の数が多い抗生物質ほど強い促進効果が認められた ｡ アミ ノグリ コ シ ド系抗
生物質はポリアミ ン と同様にN RIA/N R2B受容体に対するグルタミ ン酸の親和性を低
下させたが､ グリ シ ンの 親和性には影響を与えなか っ た ｡ さ らにプロ トンによ るチ ャ
ンネル活性阻害 の軽減も認められた｡ 各種アミ ノグリ コ シ ド系抗生物質によ っ て 増強
されたチ ャ ンネル活性に及ぼすイ フ エ ン プロ ジルの 影響につ い て 検討 した結果 ､ コ ン
トロ ー ル と同程度ま で阻害され る こ とが明 らかと な っ たo 次にN R2A､ N R2Bサ ブユ
ニ ッ トに対す る ア ミ ノグリ コ シ ド系抗生物質の影響を -20 m Vと -1 0 mV の 固定電位
で測定した結果 ､ ポリア ミ ンと同様に脱分極時の促進と過分極時の 阻害の傾向が認め
られた . しかし ､ チ ャ ンネルブロ ッ ク作用 の強さは構造によ る 一 定の 傾向が認められ
なか っ た ｡ さ らにN RIA サブ ユ ニ ッ ト上のポリ アミ ン による促進に関与す る部位 の変
異体 (N RIA E181Q/E 185Q, E 342Q, N 616Q､ W 608L､ D 669 N)ー を用 い た際 , ア
ミ ノ グリ コ シ ド系抗生物質の促進効果の消央が認められた ｡ また ､ N RIA サ ブ ユ ニ ッ
ト上 の 阻害に関与する部位 の変異体 (W 563 L, N 61 6Q, E 621Q､ D669N) を用い た
際に, N 616Q 及びE 621Q 変異体 で は ､ す べ て の アミノグリコ シ ド系抗生物質で 阻害
効果の軽減が認められた ｡ しか し , 他の 変異体では 一 定の 傾向は認められなか っ た｡
次 にイ フ エ ン プロ ジル に の み に関与す る部位 の変異体 (N RIA Y IO9 L､ . Y l 14L､
D 130 N) を用 い て検討した結果､ 1pM イ フ エ ン プロ ジル による 阻害効果の消失は認
められるが ､ 抗生物質に よる促進効果 には影響を与えなか っ た ｡
【考察】 アミ ノ基の多 い アミ ノグリ コ シド系抗生物質ほどN RIA/N R2B受容体活性を
強く促進す る こ とが明らか とな っ た｡ また ､ アミ ノ基が3個以上 の ア ミ ノグリ コ シ ド系
抗生物質はN RIA/N R 2B受容体のイ フ エ ンプロ ジル特有の 結合部位に は結合せず､ ス
ペル ミ ン によ る促進効果 に関与す る結合部位に作用す る こ と により ､ 受容体を過剰興
奮させ ､ 聴覚障害を引き起こすことが示唆された ｡
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3) 迎盗泉呈 出 ミ之輸送
【目的】 Xenopus の卵母細胞を用 いた電気生理学的実験によりポリアミ ン は細胞外か
らN M D A受容体活性を促進す る ことが示唆されて い る ｡ その ため , シナ プス間隙にお
い て ポリ ア ミ ンが どの ような機構で放出され ､ N M D A受容体活性を促進した後, どの
ような不活性化機構が存在するかを明らか にする ことを目的とした ｡
【方法】 ラ ッ トか らシナ プス 小胞画分及び アス トロ グリ アの 初代培養細胞を調製し ,
[1 4c] ス ペルミ ン及びス ペ ルミ ジ ンの シナプス 小胞及びアス ト ロ グリ ア細胞 へ の 取り
込み活性を検討した ｡
【結果】 ポリア ミ ンがシ ナプス間隙に常時存在する か どうか を明 らか にす るた めシナ
プス 間隙を満た して い る脳脊髄液 のポリアミ ン定量を行 っ たが , ポリ アミ ンは検出で
きなか っ た ｡ しか し, 細胞膜画分に比 べ シナプス小胞体画分にお いて2.5倍以上 の ス ペ
ルミ ン の 蓄積が認められた ｡ さら に ､ シナ プス 小胞に対するス ペ ルミ ン ､ ス ペ ルミ ジ
ン の 取り込み活性を測定した結果, ス ペル ミ ン ､ ス ペ ルミ ジ ン共 にATP依存性の 取り
込み活性が認められた ｡ また ､ ス ペ ルミ ン ､ ス ペル ミ ジン取り込みの K m 値は ､ それ
ぞれ62pM , 4 83pM で , ス ペル ミ ンの 方が優先的に シ ナプス 小胞に取り込まれ る こ
とが明らかとな っ た ｡ ま た競合阻害実験より､ 同 一 の 輸送系で取り込まれ て い る可能
性が示された ｡ 次に エ キソサイト - シス に より放出されたポリアミ ン の不活性化機構
につ い て検討す る ため ､ 神経細胞 の神経終末の 閉じた袋状の頼粒で あ る シナプトソ -
ム画分 を調整し , ス ペル ミ ン , ス ペ ルミ ジ ン の 取り込みを検討したが ､ 取り込 み活性
は検出 で きなか っ た｡ 次 に､ シナ プス 間隙 に接して い る アス トロ グリ ア細胞の 初代培
養系を用 い ､ ス ペ ル ミ ン ､ ス ペ ル ミ ジン の 取り込み活性を検討した結果 ､ エ ネ ルギ ー
依存的な取り込み活性が検出された｡
【考察】 ポリア ミ ンは興奮性神経伝達物質で あるグルタミ ン酸と同様 に ､ シナ プス 小
胞体に蓄積され , 神経終末にイ ンパ ルス が到達する とエキソ サイ ト - シス で シ ナプス
間隙に放出される ｡ N M D A受容体活性を促進した後, 主にグリア細胞に取り込まれ る
こ とで不活性化される とい う機構が存在する こ とが示唆された ｡
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